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1. Einleitung

Im Vergleich zur grossen Anzahl bekannter Mikroorganismen sind nur wenige in der
Lage, lebendige Pflanzen zu befallen. Daraus kann man schliessen, dass Pflanzen iiber
gut funktionierende und breitgefacherte Abwehrreaktionen, die zeitlich versetzt ablaufen
konnen, verfiigen. Auf diese Weise besitzen Pflanzen eine wirksame Schutzkette
gegeniiber den meisten Parasiten. Man unterscheidet dabei die sogenannten konstitutiven
Schutzmechanismen, welche vor allem mechanische Faktoren, wie zum Beispiel die
Cuticula, beinhalten und induzierbare Abwehrmechanismen.

Voraussetzung fiir die induzierte Abwehr ist die Erkennung des Pathogens seitens der
Pflanze. Molekiile die Abwehrreaktionen auslésen, bezeichnet man als Elicitoren, wobei
man biotische und abiotische Elicitoren unterscheidet. Zu letzteren gehdren Chemikalien,
Schwermetallionen und UV-Licht. Biotische Elicitoren stammen entweder von der
Pflanze selbst (endogene Elicitoren) oder vom Pathogen (exogene Elicitoren) und sind in
der Lage strukturelle und/oder biochemische Verdnderungen in der Pflanze zu bewirken,
die direkt mit der Ausprdagung von Resistenz verkniipft sind (Dixon et al., 1994). Viele
unterschiedliche Elicitoren konnten bereits identifiziert werden. Dazu gehdren Saccaride,
Glycoproteine, Peptide und Phospholipide (Coté und Hahn, 1994; De Wit und Spikman,
1982; Creamer und Bostock, 1986).

Die Interaktion von Elicitormolekiilen mit Membranrezeptoren bewirkt eine iiberaus
komplexe Reaktion der Pflanze, wihrend der eine ganze Reihe von Verdnderungen zu
beobachten sind.

Die ersten Reaktionen nach der Elicitor-Rezeptor Interaktion sind zytologische
Verdanderungen, wie der Umorganisation des Zytoskeletts (Kobayashi et al., 1995,
Schmelzer et al., 1995), die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), die als
,oxidative burst“ bezeichnet wird. Zusétzliche Reaktionen sind Permeabilitéts-
verdanderungen der Plasmamembrane gegeniiber Calciumionen, Protonen, Kalium- und
Chloridionen (Benhamou, 1996).

1.1 Resistenz-Typen

1.1.1 Rassenspezifische Resistenz

Trotz des wirkungsvollen Abwehrsystems der Pflanzen, haben einzelne Pathogene
Mechanismen entwickelt, um bestimmte Wirtsspezien zu parasitieren. Dadurch sind sie
in der Lage, die pflanzliche Abwehr zu umgehen, zu verzégern oder unschidlich zu
machen (Prell, 1996). Eine solche Pflanzen-Pathogen-Interaktion, die erfolgreich fiir das
Pathogen verlduft, wird als kompatibel bezeichnet. Aufgrund der Koevolution zwischen
Pathogenen und ihren Wirten existieren jedoch auch in Pflanzenarten, die kompatibel fiir
ein bestimmtes Pathogen sind, einzelne Sorten, die gegen bestimmte Rassen des
Pathogens resistent sind. Die rassenspezifische Resistenz ist vom Genotyp der
Wirtspflanzensorte und der Pathogenrasse abhingig. Arbeiten von Flor iiber die
Wechselwirkung von Pflanzenresistenz und Pathogenvirulenz im Pathosystem
(Flachs/Flachsrost) haben zur Aufstellung der Gen-flir-Gen-Hypothese gefiihrt (Flor,



1971). Dieses allgemein anerkannte Konzept besagt, dass in einer Pflanzen-Pathogen-
Interaktion, bei Vorliegen einer Grundkompatibilitdt, nur dann inkompatibel ist, wenn
das Pathogen ein Avirulenzgen (avr-Gen) trdgt und der Wirt ein komplementdres
Resistenzgen (R-Gen) besitzt. Die meist monogen determinierten Phinotypen Resistenz
und Avirulenz sind in der Regel dominant, was zu der Hypothese gefiihrt hat, dass in
diesen Fillen R-Genprodukte Rezeptoren fiir avr-Genprodukte sind (de Wit, 1997). In der
Tat konnte fiir einige avr-Genprodukte gezeigt werden, dass sie als rassenspezifische
Elicitoren wirken, d. h. dass ihre Applikation in resistenten Pflanzensorten eine
Resistenzantwort auslost (van den Ackerveken et al.,, 1992; Joosten et al., 1994;
Wewelsiep et al., 1991; Knogge, 1996).

1.1.2 Rassenunspezifische Resistenz

Neben der oben beschriebenen rassenspezifischen Resistenz existiert noch die
rassenunspezifische Resistenz (van der Planck, 1963, 1968), bzw. quantitative Resistenz
(Watson, 1970a, 1970b), die meist von mehreren Genen gesteuert wird. In einigen Féllen
sind an einer quantitativen Resistenz mehr als zehn Gene beteiligt, wie zum Beispiel der
Resistenz des Weizen gegen den echten Mehltau (Erysiphe graminis) (Dirlewanger et al.,
1994; Keller et al., 1999). Meistens sind es aber nur drei bis fiinf (Noradi et al., 1993).
Die Wirkung der einzelnen Gene ist gering und wird oft von Umwelteinfliissen oder
durch Epistasie beeinflusst (Lindhout, 2002). Der Befall der Pflanze wird meistens nicht
vollstindig verhindert, es findet lediglich eine Reduzierung der Auswirkungen in den
verschiedenen Stadien des Krankheitsbefalls statt. Eine quantitative Resistenz vermindert
zunichst die Wahrscheinlichkeit eines Befalls. Nach erfolgreichem Befall wird die
Ausbreitung des Pathogens in der Pflanze verzogert, und das Pathogen kann nur eine
verminderte Anzahl an Vermehrungsorganen bilden (Becker, 1993; Kolmer, 1996). Der
Begriff der quantitativen Resistenz ist dabei nicht an einen bestimmten
Wirkungsmechanismus gekniipft, sondern an die Beteiligung mehrerer Gene (Lindhout,
2002).

1.1.3 Systemisch erworbene Resistenz (SAR von ,,systemic acquired resistance*)
Unter systemisch erworbener Resistenz versteht man die Resistenz gegen eine
Nachfolgeinfektion in urspriinglich nichtinfizierten, pathogenfreien Geweben, nach einer
vorausgegangenen Erstinfektion auf einem anderen Pflanzenteil. Im konkreten Fall
bedeutet dies, dass z.B. die Infektion ilterer Blatter einer Pflanze, mit einem bestimmten
Pathogen, zur Ausbildung einer gesteigerten Resistenz in den jiingeren Nachfolgeblittern
fithren kann (Ros, 1961).

1.1.4 Induzierte systemische Resistenz (ISR von ,induced

systemic resistance*)
Die induzierte systemische Resistenz beschreibt eine andere Form der erworbenen
Resistenz, wie sie zum Beispiel von Rhizobakterien hervorgerufen wird. Diese Bakterien
besiedeln die Wurzeloberflache bestimmter Pflanzen und induzieren Resistenz, die in den
oberirdischen Teilen wirksam ist (Sicher et al., 1997).



1.2 Resistenz-Mechanismen

1.2.1 Hypersensitive Reaktion

Die Hypersensitve Reaktion ist definiert als lokaler und schneller Tod einer oder weniger
Pflanzenzellen, als Antwort auf die Infizierung durch ein avirulentes Isolat eines
Pathogens (Goodmann and Novacky, 1994). Typischerweise findet man diesen Vorgang
bei Pflanzen, die resistent gegeniiber dem Befall einer bestimmten biotrophen
Pathogenrasse sind (Tomiyama et al., 1979). Der Krankheitserreger wird eingeschlossen
und dadurch an der weiteren Ausbreitung im Gewebe gehindert (Mansfield, 1986).
Begleitet wird die hypersensitive Reaktion von weiteren Abwehrreaktionen, wie z.B. der
Verstiarkung der Zellwand durch zunehmende Lignifizierung und Bildung von Kallose.

1.2.2 Kalloseinduktion

Die Kallosebildung ist eine sehr weit verbreitete Reaktion von Pflanzen auf Infektionen.
Das 1,3-B-Glucan wird lokal vor allem dort gebildet, wo das Pathogen in das pflanzliche
Gewebe einzudringen versucht (Bell, 1981; Jahnen und Hahlbrock, 1988). Die
Besonderheit dieses Vorgangs liegt in der Induktion einer Abwehrstrategie durch direkte
Aktivierung der Syntheseleistung des Enzyms. Kallose wird, wie Lignin, eine Rolle als
physikalische Barriere zugesprochen.

1.2.3 Lignifizierung und andere Zellwandverinderungen

Die Verstiarkung der Zellwand mit lignin- und suberinartigen Verbindungen ist auf die
Aktivierung des Phenylpropanstoffwechsels zuriickzufiihren, der die Ausganssubstanzen
fiir ihre Synthese bereitstellt (Hahlbrock und Scheel, 1989).

Weitere Verdnderungen in der Pflanzenzellwand betreffen zellwand-assoziierte
Strukturproteine. Hierzu zéhlen Hydroxyprolin-reiche Glycoproteine, Glycin-reiche und
Prolin-reiche Proteine, deren Synthese durch Pathogenbefall induziert wird. (Mazau und
Esquerré-Tugayé, 1986; Cassab und Varner, 1988).

1.2.4 Phytoalexine

Phytoalexine werden als antimikrobiell wirkende, niedermolekulare Substanzen definiert
(Paxton, 1982), die eine strukturell sehr vielfdltige Gruppe innerhalb der Pflanzenwelt
darstellen (Hahlbrock und Scheel, 1987).

Die Phytoalexine leiten sich von verschiedenen Biosynthesewegen ab. Dazu gehdren der
Shikimat-Phenylpropanstoffwechsel (Hermann, 1995, Dixon und Paiva, 1995), der
Acetat-Mevalonat- oder der Acetat-Polymalonatweg.



1.2.5 PR-Proteine

Als PR-Proteine (,,pathogenesis-related proteins®) werden Polypeptide bezeichnet, die in
der gesunden Pflanze nicht akkumulieren, sondern erst nach Pathogenattacken bzw. unter
bestimmten Stressbedingungen synthetisiert werden. Die PR-Proteine weisen eine grofie
Komplexitidt auf und werden in 14 verschiedene Familien eingeteilt (PR 1-PR 14),
(Kobrink et al., 1995). PR 1, die zundchst aus mit TMV- infizierten Tabakblittern isoliert
wurden und spdter auch in Tomate, Kartoffel, Arabidopsis, Mais, Weizen und Gerste
gefunden wurden. Alle PR 1-Proteine besitzen ein N-terminales Signalpeptid, das fiir den
Transport der Proteine ins endoplasmatische Retikulum verantwortlich ist: Bisher konnte
noch keine Funktion den PR 1-Proteinen zugeordent werden.

Dagegen ist bekannt, dass die PR-Proteine der Familie 2, die 1,3-b-Glucanasen in vitro
antifungale Wirkung zeigen (Beerhues et al.,1994; Delp, et al., 1999).

Zur Familie 3 der PR-Proteine zidhlen die Chitinasen, und insbesonders Chitinase II,
welche das pilzliche Wachstum hemmen, indem sie die Hauptkomponenten der
pilzlichen Zellwand, das Chitin (b-1,4-Nacetylglucosamin) hydrolisieren (Schlumbaum
und Mauch, 1986).

Eine kleine und weniger gut untersuchte Gruppe, mit unbekannter Funktion, stellen die
PR-Proteine der Familie 4 dar. Die aus Tabak und Tomate isolierten Proteine sind den
wundinduzierten Proteinen Win 1 und 2 aus Kartoffeln dhnlich, wo hingegen andere PR
4-Proteine, z. B. aus Arabidopsis, als strukturelle Gemeinsamkeit eine chitinbindende
Funktion bzw. eine Hevein-Doméne zeigen. Das Hevein, als Hauptbestandteil des Latex,
stellt ein Homolog Chitin-bindender Doménen aus Pflanzen dar (Ponstein et al., 1994).
Zur Familie 5 der PR-Proteine zédhlen die Thaumatin-dhnlichen Proteine bzw. die
Osmotine. Sie wurden aufgrund ihrer Sequenzdhnlichkeiten zum Thaumatin, einem
siillschmeckenden Protein, aus Thaumatococcus daniellii, zu einem Trypsin/a-Amylase-
Inhibitor, aus Mais und zum Osmotin, aus salzgestressten Tabakzellkulturen dieser
Familie zugeordnet (Liu et al., 1994).

Proteinase-Inhibitoren (Familie 6 der PR-Proteine) zdhlen nicht zu den klassischen PR-
Proteinen, da sie nach Verwundung und Insektenfrass bzw. entwicklungsspezifisch
akkumulieren. Sie inhibieren die von pflanzenschidigenden Insekten abgesonderten
Serin-, Cystein-, Aspartat- und Metallo-Proteinasen, welche die Freisetzung von
pflanzlichen Aminoséuren katalysieren (Schuler et al., 1998).

Weniger Bekanntes ist iiber die PR-Proteine der Familien 7, 8, 9 und 10 zu schreiben. Zur
Familie 7 gehoren pathogeninduzierte Proteinasen aus Tomate.

Familie 8 umfasst Chitinasen der Klasse III aus Gurke, Tabak, Bohne und Kichererbse,
welche keine signifikante Sequenzihnlichkeit mit anderen Typen von Chitinase haben.
Die pathogeninduzierten, anionischen, extrazelluldren, ligninformenden Peroxidasen
verschiedener Spezies, die aber auch in physiologische Prozesse involviert sind, zédhlen
zur Familie 9.

Als intrazelluldre Proteine (IPR) werden die Proteine der Familie 10 bezeichnet, die,
sowohl nach Pathogenbefall, als auch stressbedingt und entwicklungsspezifisch
akkumulieren, fiir die aber bisher keine Funktionen bekannt sind (Constabel et al., 1993).
Zur Familie 11 der PR-Proteine zdhlen Chitinasen der Klasse V, welche signifikante
Sequenzihnlichkeit mit bakteriellen Endochitinasen haben.



Antimikrobielle Peptide, die sowohl als praformierte Komponenten fungieren, als auch
nach Pathogenbefall akkumulieren, sind Teil der pflanzlichen Abwehr. Zu den
antimikrobiellen Peptiden zdhlen Defensine (Proteine der Familie 12), Thionine (Proteine
der Familie 13), die durch Anderung der Membranpermeabilitit antibakteriell und
antifungal wirken, Lipid-Transfer-Proteine (Proteine der Familie 14) und andere Peptide
(Carcia-Olmedo et al., 1998).

1.3 Methoden um differentiell exprimierte Gene zu studieren

Mit der Fahigkeit vollstindige Genome zu sequenzieren, richtet sich das Interesse der
Wissenschaft nicht mehr nur auf die Produktion von DNA-Sequenzen. Die Definition der
Funktionen der Gene im gesamten Genom ist die neue Herausforderung. Ein Schaltplan
des Zusammenwirkens aller Gene, und ihrer Produkte im Organismus, soll die
Lebensprozesse verstindlichen. Da die Genexpressionsanalyse ein wichtiges Werkzeug
fiir die Genomforschung darstellt, wurden viele verschiedene Verfahren entwickelt. Diese
reichen vom schon ldngerer Zeit bekannten Northern Blotting bis zum heute sehr oft
eingesetzten Microarrayverfahren.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, mit Hilfe der Subtraktionshybridisierung,
Gene zu identifizieren, die bei Infektionsabwehr von Malus domestica cv Florina mit
Venturia inaequalis differentiell expressiert sind.

1.3.1 Differential Display

Der Methode des Differential Display liegt die Idee zugrunde, die RNA-Profile mehrer
Zellpopulationen mittels Gelektrophorese miteinander zu vergleichen. Dabei wird zuerst
die gesamte RNA der zu untersuchenden Zellen in ¢cDNA umgeschrieben. In einer
schliessenden PCR werden durch den Einsatz bestimmter Primerkombinationen jeweils
Anteile der Gesamtheit der cDNA-Molekiile amplifiziert. Diese amplifizierten Anteile
werden auf Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und sind aufgrund einer
gegeniiber der Gesamt-RNA herabgesetzten Komplexitit analysierbar. Falls zwischen
den zu vergleichenden Zellpopulationen Unterschiede in der Expression bestimmter
RNA-Molekiile auftreten, sollten sich diese Unterschiede auch in zumindest einem der
amplifizierten Anteile der cDNA-Molekiilen wieder finden (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Differential Displays (Leslie et al., 1992)

1.3.2 RAP-PCR (RNA arbitrarily primed PCR)

RAP-PCR dient dazu, einen reprisentativen Querschnitt durch die, von den untersuchten
Zellen exprimierten mRNAs, zu erhalten. Der Vergleich mit Kontrollgruppen ermoglicht
so die Identifizierung zellspezifisch hoch- oder herunterregulierter Gene. Um dieses Ziel
zu erreichen, Uberschreibt man zunédchst die isolierte RNA mit Hilfe einer reversen
Transkriptase und eines ersten arbitrdren Primers in ¢cDNA. In einem PCR-Schritt mit
einem zweiten arbitrdren Primer wird dann der sog. Fingerprint erzeugt. Arbitrare Primer
sind kurze Oligonukleotide (10 — 15 Basen lang), die unter den gewéhlten, wenig
stringenten Bedingungen, innerhalb wenigen hundert Basenpaaren an den einen oder den
anderen Strang der cDNA binden. Eine weniger perfekte Bindung an einer Seite kann
durch eine sehr gute Ubereinstimmung auf der anderen Seite des Primers kompensiert
werden (McClelland et al., 1995). Von Bedeutung ist hier zum einen, dass die so
erzeugten PCR-Produkte unter den gleichen Bedingungen wieder erzeugt werden konnen.
Der Fingerprint ist also reproduzierbar. Weiterhin korreliert das Verhiltnis der
Intensititen zweier Banden mit der Konzentration der zugrunde liegenden mRNA, der
Fingerprint spiegelt somit auch die Haufigkeit einzelner mRNAs wieder (Tortola et al.,
1998; Welsh et al., 1992). Ein entscheidender Vorteil ist weiterhin die Tendenz zur
bevorzugten Vervielfiltigung seltener mRNAs, (Mathieu-Daude et al., 1996; McClelland
et al., 1995), was das Auffinden mit anderen Methoden bisher nicht erkannten
Unterschiede ermoglicht.

1.3.3 Microarray

Das Grundprinzip von Microarrays ist die Hybridisierung von zwei komplementiren
einzelstringigen Nukleinsduresequenzen aneinander. Ist die genaue Sequenz eines
Stranges bekannt, so kennt man im Falle einer Bindung auch die Sequenz des



gebundenen Nukleotidstranges. Zuerst werden zwei zu untersuchende Proben von
mRNA, z.B. aus einem gesunden Gewebe, zur Kontrolle (control targets) und einem
kranken Gewebe (sample targets), in cDNA umgewandelt.

Die beiden cDNA-Proben werden dann unterschiedlich markiert, damit sie spiter
unterschieden werden konnen. Anschliessend werden die cDNA targets gegen die cDNA
probes auf den Arrays hybridisiert (Abbildung 2).

Nach der Hybridisierung werden die losen cDNA targets vom Chip abgewaschen und
die, von den gebundenen cDNA targets ausgegebenen Signale, detektiert. Die
fluorizierenden Farbstoffe auf Glasplattenarrays werden mit zwei Lasern
unterschiedlicher Wellenlédnge sichtbar gemacht Dieser Prozess erzeugt ein Bild mit
unterschiedlichen Farb- und Helligkeitsintensitéten fiir jeden Fixierungspunkt (spot) des
Arrays, wobei die Intensititen von der Anzahl gebundener cDNA targets an den
komplementidren cDNA probes abhédngig sind: Die Farb- und Helligkeitsintensitét aller
Spots, deren Anzahl in der Groenordnung von einigen 100.000 liegt, bilden die erzeugte
Datenmenge. Diese Intensititen werden gemessen und korrigiert, bevor die
Expressionsstirke  jedes  einzelnen Gens als Zahl  ausgedriickt, durch
Bildverarbeitungssoftware ermittelt wird (Abbildung 3).
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(Shoemaker et al, 2001)
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1.3.4 Suppressive Subtraktive Hybridisation (SSH)

Differentielle Genexpression hat einen wichtigen Einfluss beim Zellwachstum, bei
Differenzierungsvorgingen und pathophysiologischen Bedingungen. Um jene Gene zu
identifizieren, welche bei einer Infektion von Apfelbdumen durch Venturia inaequalis
involviert sind, wurde ein PCR basierende, cDNA subraktive Strategie angewandt, die
sogenannte Suppression Subtraktive Hybridisation, (Lau et al., 1996).

10



SSH wird verwendet um selektiv differentiell expressierte cDNA Fragmente bei
gleichzeitiger Unterdriickung andere DNA Arten zu delektieren.

Obwohl es mehrere subtraktive Hybridisations-Techniken gibt, ist die Basistheorie hinter
der Subtraktion einfach. Zuerst werden die zwei zu vergleichenden RNA-Populationen in
cDNA umgeschrieben. Die cDNA, welche die spezifischen (differentiell) exprimierte
Transkripte enthélt, wird als ,, Tester” und die Kontroll-cDNA als ,,Driver bezeichnet.
Tester- und Driver -cDNA werden hybridisiert. Die Hybridisationsprodukte werden
entfernt. Konsequenterweise sind die noch vorhandenen unhybridisierten cDNA-
Fragmente jene Gene, welche nur im Tester exprimert werden.

1.3.5 Die molekulare Basis von PCR-Select cDNA Subtraktion

Als Ausgangsmaterial werden mRNA der zu vergleichenden Zellen oder Gewebe
bendtigt. Diese werden in doppelstringige cDNA umgeschrieben. Nach der
Fragmentierung beider c¢DNA-Populationen durch einen Verdau mit dem
Restriktionsenzym Rsa I, das eine 4- bp- Erkennungssequenz besitzt, wird jeweils die
Halfte der "Tester- cDNS* -Fragmente beidseitig mit den Adaptoren 1 oder 2 versehen
(Abbildung 5). In einer ersten Hybridisierungsreaktion wird in zwei getrennten Anséitzen
jeweils die "Tester-cDNS" mit einem hohen Uberschuss von

"Driver-cDNA" hybridisiert. Als Ergebnis konnen die Molekiile vom Typ a, b, ¢ oder d
entstehen. Da die Hybridisierungsreaktion einer Kinetik zweiter Ordnung folgt, findet
eine Normalisierung zwischen den differentiell exprimierten cDNA-Fragmenten statt, die
in sehr unterschiedlichen Konzentrationen vorliegen, da die redundanten cDNA-
Fragmente préferentiell Molekiile vom Typ b bilden. Gleichzeitig werden die Typ-a-
Molekiile signifikant angereichert. In einer zweiten Hybridisierungsreaktion werden die
Produkte der ersten Reaktion ohne vorherige Denaturierung vermischt. Es kommt zur
Ausbildung der Hybridmolekiile vom Typ -e, die vorwiegend differentiell exprimierte
cDNA-Fragmente beinhalten. Durch eine PCR mit Primern, die spezifisch an die beiden
Adaptoren binden, kénnen nur die Typ-e Molekiile exponentiell amplifiziert werden, da
eine Amplifikation der Typ-b Molekiile durch intramolekulare Hybridisierung stark
herabgesetzt ist. Die so angereicherten differentiell exprimierten Genfragmente konnen
subkloniert und identifiziert werden.
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Poly A" RNS
ds cDNS Synthese

Tester cDNS Driver cDNS Tester cDNS
mit Adaptor 1 {Uberschuld) mit Adaptor 2
— [ —

Erste Hybridisierung

|

Zweite Hybridisierung:
ohne Denaturierung der Probe

Primer zugeben
Amplifizierung mittels PCR

a, d keine Amplifizierung
b=k keine Amplifizierung
[+ linears Amplifizierung

i

exponentielle Amplifizierung

Ik

Abbildung 5:  Schematische Darstellung der PCR-Select Technik
(CLONTECH).

1.4 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist diejenigen Gene zu identifizieren, welche bei der Pflanzen-
Pathogen Interaktion zwischen der schorfresistenten Apfelsorte Florina und dem
Pathogen Venturia inaequalis, differentiell exprimert werden. Dabei sollten erste
Erkenntnisse gewonnen werden, welche Abwehrmechanismen bei dem Vf-Gen
(Venturia-floribunda) vermittelten Resistenz in der Apfelsorte Florina beteiligt sind. Die
Identifizierung der differentiell exprimierten Gene soll mit der oben beschriebenen PCR-
Select cDNA Subtraktionsmethode und nachfolgender Datenbank-Vergleich mit
bekannten DNA-Sequenzen erreicht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Gewinnung der Konidien von Venturia inaequalis

Blétter von der Sorte Golden Delicious, die durch Venturia inaequalis befallen waren,
wurden in ein 50 ml Falcon-Tube gegeben und mit 25 ml Wasser vermischt. Das
Rohrchen wurde ca. 10 Minuten kréftig geschiittelt um die Konidien darin in die fliissige
Phase zu tiberfiihren. Die Konidiensuspension wurde mit Hilfe einer Gaze, wie sie in der
Késeverarbeitung verwendet wird, filtriert und in ein neues 50 ml Falcon-Tube
iibertragen. Das Tube wurde dann bei 3000 rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 10 ml Wasser resuspendiert. 10 pl der
Suspension wurden auf eine Toma-Kammer aufgetragen und unter dem Mikroskop die
Konidien- zahl auf den 4 x 16 Quadraten der Toma-Kammer bestimmt. Die Gesamtzahl
der gefundenen Koniden, multipliziert mit 100, ergibt die Konidienkonzen-tration pro ml.
Die Konidiensuspension wurde dann auf die optimale Konidiendichte von 20’000 pro ml
verdiinnt.

2.2 Infektion von Florina Apfelbiumen mit Venturia inaequalis

Die Konidiensuspension wurde mit einem Handspriihgerit auf die 3 jlingsten Bléitter pro
Apfelbaum aufgetragen. Die Blétter der 5 Kontrollpflanzen (,,Driver*) wurden nach dem
Besprithen mit der Konidiensuspension, sofort mit fliissigem Stickstoff tiefgefroren und
bei —80°C zwischengelagert.

Die 5 Testpflanzen (,,Tester”) wurden in einer 18°C-Klimakammer, im Dunkeln, unter
ein Plastikzelt gestellt. Der Boden des Zeltes wurde mit ca. 30°C warmen Wasser
aufgefiillt, um innerhalb des Zeltes eine 100%-ige Luftfeuchtigkeit zu erhalten. Nach 48
Stunden wurden dann die infizierten Blétter der 5 Testpflanzen ebenfalls mit fliissigem
N, tiefgefroren.

2.3 Isolierung von RNA aus Apfelblitter

Die RNA-Isolierung wurde gemiss Protokoll aus Krieg et al., 1996 gemacht.

Dabei wurde die ,,Hot-Borate-Methode* angewandt, welche optimiert wurde, um einen
hohen Ertrag und eine Reinheit der RNA, auch aus Geweben mit einer hohen
Konzentration von sekundiren Stoffwechselprodukten, wie Polysacharide, zu gewinnen
(Wan und Wilkins, 1994).

Losungen
e 0.1% DEPC (Diethylpyrocarbonat) behandeltes Bidestwasser

=  Unter der Abzugshaube wurden in 2 Einliterflaschen je 800 ml Bidest-
Wasser, mit 800 ul DEPC gemischt.

» Mischung kriftig schiitteln und iiber Nacht unter der Abzugshaube stehen
lassen.

= Autoklavieren.
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= Nach dem Autoklavieren Flaschen nochmals unter der Abzugshaube
Offnen, um das verbleibende CO, zu entlassen, damit es nicht zur Bildung
von Karbonsdure kommt.

e Minimum XT-Buffer 250 ml

1% SDS (Natriumdodeylsulfat) 2,50¢g
1% Deoxycholic acid, sodium salt, 2,50 ¢
5 mM EDTA (Ethylendiamine-tetraacetic acid) 2,79¢g
0,2 M Na borate decahydrate (Borax) 19,07 g
e 10 mM DTT" (Dithiothreitol) in 20 ml DECP-H,0 30,86 mg
e 20% PVP-30? (Polyvinylpyrrilidone), in 20 ml DECP-H,0 4,00 g
e 20mg/ml Proteinase K" in 2,5 ml DECP-H,O 50,00 mg
e 1% NP-40 (Nonidet P-40) fliissig 2,5ml
e 10 mM Tris-HCL” pH 7,5% in 200 ml DECP-H,0 024 g
e 2 M Kaliumclorid® in 200 ml DECP-H,0 29.80 g
e 2 M Kaliumacetat?  pH 5,5% in 200 ml DECP-H,0 39,20 g
e 8MLiCPY in 200 ml DECP-H,0 67,80 g
e 3 M Na-acetat” pH 6* in 200 ml DECP-H,0 81,65 ¢g

Ybei —20°C eingefrieren
? vor Licht schiitzen
Yautoklaviere die Losungen

*pH mit 2 M NaOH oder 37% Salzséure adjustiert.

Vorgehen:

Die Blatter der Kontroll- und Testbdume wurden gewogen und so schnell als
moglich wieder mit fliissigem N, gekiihlt, um einer RNase-Aktivitit
vorzubeugen. Das optimale Blattgewicht liegt bei 5 g. Bei entsprechender
Anpassung der verwendeten Reagenzien konnen auch weniger als 5 g verwendet
werden.

Kurz vor der Zerkleinerung der Apfelblitter wurde der XT-Buffer wie folgt fertig
gestellt:

=  minimum XT-buffer* 3,5ml/g Blitter

=  PVP 2% vom Volumen des minimum XT-Buffer

= DTT 1% vom Volumen des minimum XT-Buffer
=  NP-40 1% vom Volumen des minimum XT-Buffer

e XT-Buffer in einem 80-90°C Wasserbad equilibrieren lassen.

e Die Blitter in einem autoklavierten und bei —80°C vorgekiihlten Porzellan-Morser
geben und zu einem feinen P uder zerkleinern. Durch die stindige Zugabe von
fliissigem Stickstoff die Blétter immer tiefgekiihlt halten.
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Blitter in ein 50 ml Tube transferiert und sofort heisser XT-Buffer und 110ul pro
Gramm Blattmasse Protenase K (20mg/ml) zugeben.

Das Tube fiir 1,5 Stunden in ein 42°C heisses Wasserbad stellen und alle 10
Minuten vortexen.

Gebe 280 ul 2 M KCI pro Gramm Blattmasse bei, dies sollte einer End-
konzentration von 160mM KCIl entsprechen. Vermische es durch leichtes
schiitteln.

Tubes bei einer Temperatur von 4°C bei 6800 rmp" fir 20 Minuten
zentrifugieren.

Uberfiihre den Uberstand in ein neues 50 ml-Tube.

Gebe 1/3 Volumen der Suspension, 8 M LiCl, bei, dies sollte einer End-
konzentration von 2 M LiCl entsprechen.

Inkubiere die Suspension iiber Nacht bei 4°C.

Zentrifugiere bei einer Temperatur von 4°C bei 6800 rmp" fiir 20 Minuten.
Verwerfe Uberstand.

Wasche das Pellet in 4 ml kalten (4°C) 2M LiCl. Lose das Pellet durch leichtes
Schiitteln auf.

Zentrifugiere bei einer Temperatur von 4°C bei 6800 rmp" fiir 10 Minuten.
Verwerfe Uberstand.

Wiederhole den Wasch-Schritt weitere 2 Mal. Nach dreimaligen Mal waschen
sollte der Uberstand relativ farblos sein. Ist dies nicht der Fall wasche das Pellet
ein weiteres Mal.

Suspendiere Pellet in 2 ml 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) durch leichtes vortexen.
Zentrifugiere bei einer Temperatur von 4°C bei 6800 rmp" fiir 10 Minuten.
Uberfiihre den Uberstand in ein neues 15 ml Falocn-Tube.

Gebe 1/10 Volumen 2 M Kaliumacetat (pH 5,5) bei.

Inkubiere die Suspension im Eis fiir 15 Minuten.

Zentrifugiere bei einer Temperatur von 4°C bei 6500 rmp" fiir 10 Minuten.
Uberfiihre den Uberstand in ein autoklaviertes Corex-Rohrchen.

Gebe 2,5 X Volumen 100% Ethanol bei. Préazipitiere RNA iiber Nacht bei -
20°C oder fiir 2 Stunden bei -80°C.

Zentrifugiere bei einer Temperatur von 4°C bei 9000 rmp" fiir 30 Minuten.
Uberstand verwerfen.

Pellet mit 70% Ethanol waschen.

Zentrifugiere bei einer Temperatur von 4°C bei 9000 rmp" fiir 5 Minuten.
Entferne Ethanol.

Resuspendiere Pellet in 200-300 ul DEPC behandeltes Bidestwasser.

YSorvall RC-5B Refrigerated Superseed Centrifuge, DuPont Instruments
Sorvall SS-34 Rotor.
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2.4 Isolierung von PolyA" RNA
Fiir die Isolierung von PolyA" RNA wurde der FastTrack® 2.0 Kit der Firma Invitrogen
verwendet. In folgenden Schritten wurde das Protokoll modifiziert:

o “Washing Oligo(dT) Cellulose”: Die Oligo(dT) Cellulose wurde in 500 ul Low
Salt Wash Buffer resuspendiert ( Nr. 4, Seite 11).

e “Elution and Preciptation of the mRNA®: Das Zellulose-Bett wurde insgesamt
fiinf Mal mit Elution-Buffer gewaschen und fiir je 1 Minute zentrifugiert. Fiir jede
Elution wurde ein neues Eppendorf-Tube verwenden (Punkt 4, Seite 12).

e “FElution and Preciptation of the mRNA*“: Das RNA-Pellet wurde in DEPC-
Wasser resuspendiert.

e “Determination of RNA Yield”: Fiir jedes Eppendorf wurde die
Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt.

2.5 Subtraktive Hybridisation

Die Subtraktive Hybridisation wurde mit Hilfe des Clontech PCR-Select™
cDNA Subtraction Kit der Firma BD Biosciences durchgefiihrt.

Das Protokoll wurde in den Abschnitten IV und V wie folgt abgeindert:

IV Clontech PCR-Select™ cDNA Subtraction Protocols

E. Rsa I Digestion: Die Proben wurden im 37°C Wasserbad fiir 1,5
Stunden inkubiert (Nr. 3, Seite 16).

F. Adaptor Ligation:  Es wurde keine Kontroll -Subtraktion
mit Muskelzellen -RNA durchgefiihrt
(Nr. 2, Seite 19).

G. First Hybridization: Es wurde kein Mineral6l verwendet
(Nr. 2, Seite 21).

I. PCR Amplification: Herstellung des primiren PCR Master-Mix
(Nr2, Seite 24).

‘Reagenz Menge in pl Endkonzentrationl
ddH,0 18.1

10X PCR Reaction buffer” 2,5

MgCl, (30mM)? 1.5 1.9 mM

dNTP Mix (10 mM)” 0.5 0.2 mM

PCR Primer 1 (10pM) 1.0 0.4 uM

BioXact (4 U/ul)” 0.4 0.07 U
Endvolumen 24.0

9 BD Biosciences, USA, im Kit enthalten
® Bioline, USA
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e 1. PCR Amplification: Das PCR wurde mit dem PCR Systems
9600 von Perkin-Elmer Gene Amp, wie folgt
durchgefiihrt (Schritt 7, Seite 24):

Anzahl Zyklen Temperatur Zeit
1 94°C 15 Sek.
40 94°C 10 Sek.
60°C 30 Sek.
71°C 3 Min.

e [. PCR Amplification: Es wurde je 5 ul DNA auf das Gel iiberpriift
(Nr. 8, Seite 24).

e [. PCR Amplification: Sekundirer PCR-Master-Mix (Nr. 11, Seite 25):

‘Reagenz Menge in pl Endkonzentrationl
MgCl, (30mM)? 1,5 1.87 mM

ddH,O 17.0

10X PCR Reaction buffer” 2,5

Nested PCR primer 1 (10 uM) 1.0 0.42 uM

Nested PCR primer 2R (10 uM)” 1.0 0.42 uM

dNTP Mix (10 mM)” 0.5 0.21 mM
BioXact (4U/ul)” 0.5 0.08 U
Endvolumen 24.0

Y BD Biosciences, USA, im Kit enthalten
® Bioline, USA

e 1. PCR Amplification: Das PCR wurde mit dem PCR Systems 9600 von
Perkin-Elmer Gene Amp, wie folgt durchgefiihrt
(Nr. 25, Seite 25):

Anzahl Zyklen Temperatur Zeit
25 94°C 10 Sek.
62°C 30 Sek.
71°C 3 Min.
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V . Analysis of Results and Troubleshooting Guide

e C. Analysis of Ligation: Kombiniere die Reagenzien fiir die Forward
beziehungsweise flir die Revers Reaktion,
wie folgt (Nr. 2, Seite 29):

Forward /Revers Reaktion

Komponenten Tube: 1 2 3 4
Tester 1-1 lul  Ipl - -
Tester 1-2 - - Iul  1ul
Rubisco-Primer3’® (10uM) 1Iul  Ipl  1pl  1pl
Rubisco-Primer 5° (10pM) - lul - lul
PCR Primer 1 (10uM)” lul - Ayl -
Total Volumen 3ul  3ul  3ul  3ul

% yon C. Toller zur Verfiigung gestellt, unveroffentlicht
Y BD Biosciences, USA, im Kit enthalten

e (. Analysis of Ligation:, Ligation Analyse PCR Master-Mix
(Nr 3, Seite 29):

‘Reagenz Menge in pl Endkonzentrationl
ddH20 18,5

10X PCR reaction buffer® 2.5

dNTP Mix (10mM)? 0,5 0.23 mM
BioXact (4U/ul)” 0.5 0.09U

Total Volumen 22.0

9 BD Biosciences, USA, im Kit enthalten
® Bioline, USA

e (. Analysis of Ligation: Es wurde kein Mineraldl verwendet (Nr. 7, Seite 30)

e C. Analysis of Ligation: Es wurde mit dem PCR-System 9600 der Firma
Perkin-Elmer GeneAmp gearbeitet (Nr. 9, Seite 30)

e E.PCR Analysis of
Subtraction Efficiency: Dieser Teil wurde nicht durchgefiihrt.




2.6 Klonierung

Medien: 500 ml LB-Medium:
5.0 g Trypton
2.5 g Yeast extract
5.0 g NaCl
e in 400 ml H20 losen
e pH 7 mit 2 M NaOH einstellen
e auf 500 ml auffiillen

50 ug/ml Kanamycin LB-Platten

500 ml LB-Medium
7.5 g Agarose

e autoklavieren

e abkiihlen auf ca. 50°C und
50 pl Kanamycin (50ul/ml) zugeben

Die Klonierung erfolgte mit dem Topo XL PCR Cloning Kit der Firma Invitrogen
gemadss Herstellerangaben. Es wurde chemisch kompetente E. coli verwendet.

2.7 Propagation und PCR

Die Hilfte einer Kolonie wurde mit einer 10 ul Pipetten-Spitze in ein Masterplatte
gegeben welche pro Kammer 1 ml LB-Medium enthilt. Die Masterplattes werden iiber
Nacht bei 37°C auf einen Schiittler gestellt. Am ndchsten Morgen werden dem
Masterplatte je Kammer 1 ml 87%-iges Glycerol zugegeben und bei -80°C eingefroren.

Die andere Hilfte der Kolonie wurde ebenfalls mit einer 10 ul Pipetten-Spitze in ein
PCR-Ansatz gegeben.

PCR Master-Mix:

‘Reagenz Menge in pl Endkonzentrationl
MgCl,” 1,0 pl

Steriles H,O 18.9 ul

10X PCR Reaction Buffer” 2.5l

Nested PCR Primer 1” (10uM) 1,0 ul 0.40 uM
Nested PCR Primer 2 (10uM) 1.0 pl 0.40 uM
dNTP Mix” (10mM) 0.5 ul 0.20 mM
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Taq Polymerase® (5 U/ul) 0.1 ul 0.02U
Total Volumen 25.0 ul

9 Amersham Pharmacia Biotech Inc., USA
Y BD Biosciences, USA, im Kit enthalten

PCR Programm:
Anzahl Zyklen Temperatur Zeit
1 96°C 10 Min.
30 94°C 10 Sek.
62°C 30 Sek.
71°C 3 Min.
1 4°C o0

2.8 Analyse der PCR Produkte und Southern Blot
Jeder PCR-Ansatz wurde auf zwei 1% TAE-Agarosegelen aufgetragen, dabei wurden je
12,5 ul DNA und 4 pl Bluejuce geladen.

Die Southern Blots wurden geméss Sambrook et al. (2001), durchgefiihrt.

Medien:
Transfer-Buffer (20X SSC)
3.0 M NaCl
3.0 M Tri Sodium Citrat
e pH 7 adjustieren mit 2 M NaOH
e autoklavieren

Denaturations-Buffer
0.5 M NaOH
1.5 M NaCl

Neutralisations-Buffer
1.0 M Tris-HCL
1.5 NaCl

Vorgehen:

Gel fir 30 Minuten in Denaturations-Buffer und 15 Minuten in Neutralisations-
Buffer, auf einem Schiittler, inkubieren. Nach der Inkubation Gel mit 2X SSC
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waschen. Das ,,Blotting“ wurde auf einer Hybond™-N+ Nylonmembrane
(Amersham Parmacia) durchgefiihrt.

Nach dem ,,Blotting* wurde die Membrane fiir 1 Stunde im Ofen bei 80-90°C
getrocknet und dann beide Seiten der Membrane fiir 1 Minute mit UV-Licht
bestrahlt.

2.9 Herstellung der Hybridisierungssonden und Hybridisierung

Die mit **P radioaktiv markierten cDNA-Sonden wurden mit dem HotScribe First-Stand
cDNA Labelling Kit, der Firma Amersham-Pharmacia, laut Herstellerangaben
durchgefiihrt. Im Schritt 6 des Protokolls wurde HEPES Free Acid (Calbiochem)
verwendet.

Die Vorhybridisierung erfolgte in 2x SSC und 100ug/ml denaturierter Lachs-Spermien-
DNA, iiber Nacht, bei 65°C, in einem Rollerofen (HB-1000 Hybridizer, der Firma UVP).
Die Hybridisierung wurde darauthin bei gleicher Temperatur, {iber Nacht, durchgefiihrt.
Nach der Hybridisierung wurde die Membran aufeinander- folgend, zwei Mal mit 0,5x
SSC / 0,1% SDS, fiir je 30 Minuten und je einmal mit 0,1x SSC / 0,1% SDS, fiir 30
Minuten, beziehungsweise 1,5 Stunden, bei Hybridisierungs-temperatur gewaschen.
AbschlieBend wurde die Membran in Plastikfolie (Saran) verpackt und auf einem
Rontgenfilm, (Kodak Biomax MR) bei -80°C exponiert. Mit Hilfe des Filmentwicklers
,,Curix60“ (AGFA) wurde, je nach Intensitit des radioaktiven Signals, die Filme nach 1-3
Tagen entwickelt.

2.10 PCR und PCR-Reinigung
Die durch die Southern-Blot-Analyse gefundenen, differentiell exprimierten Gene,
wurden wie folgt amplifiziert:

Von den bei -80°C eingefroren Masterplates wurde mit Hilfe einer 10ul-Pipettenspitze
einen Abstrich der entsprechenden Klone, auf eine 50 pg/ml Kanamycin LB-Platten,
gemacht. Die Platten wurden iiber Nacht, bei 37°C, inkubiert und pro Klone eine
Kolonie, mit einer Pipetten-Spitze, in folgenden PCR-Ansatz gegeben:

PCR Master-Mix:

‘Reagenz Menge in pl Endkonzentrationl
Steriles H,O 15.9 ul

10X PCR Reaction Buffer” 2.0 ul

M13 forward PCR Primer (IOHM)b) 0.4 pul 0.2 uM
M13 reviers PCR Primer (10uM)? 0.4 pl 0.2 uMl
dNTP Mix (10mM) 1.0 pl 0.5 mM
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Taq Polymerase (5 U/ul)® 0.3 ul 0.015U
Total Volumen 20.0 ul

9 Amersham Pharmacia Biotech, Inc., USA
YM13 forward Primer: 5> GTAAAACGACGGC 3’
YM13 reverse Primer: 5° CAGGAAACAGCTATGAC 3’

PCR Programm:
Anzahl Zyklen Temperatur Zeit
1 96°C 10 Min.
30 94°C 10 Sek.
62°C 30 Sek.
71°C 3 Min.
1 4°C 0

Anschliessend wurde das PCR-Produkt mit einer ,,MultiScreen™ PCR-Plate (Millipore)
wie folgt gereinigt:

Der Platte wurde pro Kammer 30 pl steriles H,O und das PCR-Produkt beigegeben.
Unter Vakuum wurde die Fliissigkeit abgesaugt, wobei die DNA in der Filtermembrane
héngen bleibt und nur ANTP’s und Primer durch die Membrane gelangen. Zum Waschen
der DNA wurden weitere 30 pl steriles H,O den Kammern beigeben und ebenfalls unter
Vakuum abgesogen. Um die DNA wieder von der Membrane zu 16sen, wurden 20 pl
steriles H,O beigegeben und ca. 10 Minuten auf einen Schiittler gestellt.

Von den gereinigten PCR-Produkten wurden je 2l auf ein 1% TAE-Gel aufgetragen und
mit Hilfe von Konzentrationsstandarten (5ng, 10ng 25ng) die DNA- Konzentration der
PCR-Produkte bestimmt.

2.11 Sequenzierung
Nachdem die cDNA-Fragmente durch ein ,,Kolonie-PCR amplifizierten und gereinigt
worden waren, wurde mit ihnen ein ,,Cycle Sequence-Reaktion® wie folgt durchgefiihrt:

‘Reagenz Menge in pl Endkonzentrationl
Steriles H,O X

5X rnx Buffer” 1.5 ul

M13 forward PCR Primer” (1.6uM) 0.4 pul 0.032uM

Big Dye” 1.0 ul
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DNA (10-12 ng) Y ul
Total Volumen 20.0 pl

“ Applied Biosystems.
Y M13 forward Primer: 5> GTAAAACGACGGC 3’

Cycle-Sequence-Reaktion:

Anzahl Zyklen Temperatur Zeit
35 96°C 10 Sek.
50°C 5 Sek.
60°C 4 Min.
1 4°C 0

Die Sequenzierung wurde auf dem Sequenzor “3100 Genetic Analyzer”
(Appliedbiosystem), durchgefiihrt.

Die erhaltenen Sequenzen wurden mit der Datenbank auf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST, mit der Funktion ,,Translated BLAST
Searches; Nucleotide query - Protein db*, verglichen.

Die Uberpriifung, ob es sich bei den gefundenen Sequenzen um das gleiche Gen

handelte, wurde mit dem Programm Clustalw (www.ebi.ac.uk/clustalw/) gemacht.

2.12 RNA Gelelektrophorese und Northern Blotting

Medien: 5X Mops
0.2 M Mops
50 mM Na-Acetat
10 mM EDTA, pH 8,0
e pH 7 adjustieren
e autoklavieren

Laufbuffer (750 ml)

5X Mops 150 ml

37% Formaldehyde 60 ml
distiliertes H,O 540 ml
Ladebuffer (200 pl)
Formamid 100 pl

37% Formaldehyde 40 pl
400ug/ml Ethydiumbromid 8 ul

5X Mops 10 ul
distiliertes H,O 42 pl

85 ml Gel: 1.2 % Agarose 1.05¢g

destiliertes H,O 65.10 ml
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e in der Mikrowelle erhitzt

e auf ca. 60°C abkiihlen
5X Mops 21.0 ml
37% Formaldehyde 18.9 ml

Vor Versuchsbeginn wurden alle fiir die Gelelektrophorese verwendeten Teile wie
Gelkammer, Tridger und Kamm mit ,,RNase AWAY*, (Invitrogen), gewaschen und
sorgfiltig mit ddH,O abgespiilt. Wéhrend das Gel 30 Minuten unter der Abzugshaube
aushédrtete, wurden die zu untersuchenden RNA-Proben fiir 2 Minuten bei 65°C im
Wasserbad denaturiert und dann fiir 2 Minuten in Eis gestellt. Pro RNA-Sample wurden
3ug mRNA sowie 15 pl Ladebuffer und 3 pl Bluejuce in einem Eppendorf-Tube
gemischt und auf das Gel aufgetragen.

Das nachfolgende ,,Northern Blotting“ erfolgte wie bei dem ,,Southern
Blotting, ausser, dass beim Laufbuffer 10X SSC, anstelle von 20X SSC,
verwendet wurde.

2.13 Herstellung der Hybridisierungssonden und Hybridisierung

Die mit *’P radioaktiv markierten cDNA-Sonden wurden mit dem Nick Translation
System Kit (Invitrogen), nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Die Vorhybridisierung erfolgte mit 2x Denhardt’s Reagenz in 6x SSC/0,1% SDS fiir 6
Stunden bei 65°C in einem Rollerofen (HB-1000 Hybridizer, der Firma UVP).

Die Hybridisierung wurde darauthin bei gleicher Temperatur iiber Nacht durchgefiihrt.
Nach der Hybridisierung wurde die Membran aufeinander- folgend ein Mal mit 2x SSC /
0,1% SDS fir 15 Minuten und drei Mal mit 0,1x SSC / 0,1% SDS fiir 15 Minuten, bei
Hybridisierungs-Temperatur, gewaschen. AbschlieBend wurde die Membran in
Plastikfolie (Saran) verpackt und auf einem Rontgenfilm, (Kodak Biomax MR) bei -80°C
exponiert. Mit Hilfe des Filmentwicklers ,,Curix60“ (AGFA) wurde je nach Intensitét des
radioaktiven Signals, die Filme nach 1-3 Tagen, entwickelt.
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3. Resultate

3.1 Gesamt-RNA Extraktion

Von den 5 Florina Apfelbdumen, die als Kontrolle dienten, wurden insgesamt 3.2 g
Blétter und bei der 48-Stunden-Inokulierten, 5.0 g Blitter fiir die RNA-Extraktion
verwendet.

Die durch die ,Hot-Borate-Methode* isolierten Gesamt—RNA wurde mit einem
Photospektrometer auf ihre Reinheit und ihre Konzentration iiberpriift. Die Kontroll-
RNA wurde 1:150 und die der 48-Stunden-Inokulierte RNA, 1:300 verdiinnt. Der
Verdiinnungsfaktor musste so hoch angesetzt werden, da nur eine 1 ml Quarzkiivette
vorhanden war und nur 300 pl Gesamt-RNA pro Sample zur Verfiigung standen (Tabelle

1.

260 nm | 280 nm Ratio |Konz. (pl /ml)| Verdiin.-Faktor | Vol (ml) | Total (m
Kontrolle| 2.56 1.37 1.88 100.2 1:300 1 4.5
48h 2.5 1.4 1.85 100.15 1:150 1 8.8

Tabelle 1: Photospektrometrische Messdaten der Gesamt-RNA Extraktion.

3.2 Isolierung der mRNA
Die Isolierung der mRNA, aus je 294 ul Gesamt-RNA, wurde mit dem FastTrack® 2.0
(Invitrogen) gemacht. Es wurde die gleiche Quarzkiivette wie oben beschrieben

verwendet. Der Verdiinnungsfaktor war bei dem Kontroll- und bei der 48-Stunden-
Inokulierten Sampel 1:200 (Tabelle 2).

260 nm | 280 nm Ratio |Konz. (pl /ml)|Verdiin.-Faktor| Vol (ml) |Total (u
Kontrolle| 0.091 0.056 1.75 3.45 1:200 1 27.6
48h 0.12 0.072 1.72 4.6 1:200 1 36.8

Tabelle 2: Photospektrometrische Messdaten der mRNA Isolierung

3.3 PCR Select

Die PCR-Select Erststrang cDNA Synthese bendtigt 2 pg mRNA somit wurde fiir die
Kontrolle (Driver) 3 ul und von 48h (Tester) 2,2 ul von der isolierten mRNA verwendet.
Am Ende des PCR-Sclect, d.h. nach dem zweiten PCR-Schritt, wurde auf einem 2 %
Agarose-Gel iberpriift, ob die subtraktive Hypridisation erfolgreich verlaufen war
(Abbildung 6). Die Forward Reaktion (Driver-Fraktion, die mit dem Adapter 1 ligiert
worden ist) und die Reverse Reaktion (Driver-Fraktion die mit dem Adapter 2R ligiert
worden ist), zeigen ein Bandenmuster, welches darauf hinweist, dass gewisse cDNA
Fragmente angereichert worden sind. Demgegeniiber weist die Kontrolle keine Banden
auf.
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Grossen-  For. Kontrolle Rev.

Standart Reaktion Reakion
1636 bp
1018 bp
506 bp
Abbildung 6: Angereicherte cDNA-Fragmente in der Forward

und Reverse Reaktion. Keine ersichtliche
Anreicherung in der Kontrolle.

3.4 Klonierung und Southern Blot

Die aus der PCR-Select gewonnen Forward-cDNA-Fragmente wurden in den PCR XL-
TOPO Vektor kloniert und in kompetente E. coli Bakterien transformiert. Aus den
entstanden Kolonien wurden insgesamt 1152 Klone mit einem ,Kolonie-PCR*
amplifziert. Jedes PCR-Produkt wurde dann, je zur Hilfte auf zwei 1% Agarosegel (A
und B Gel) aufgetragen, sodass jedes amplifizierte DNA-Fragment auf zwei
verschiedenen Gelen vorhanden war. Es wurden insgesamt 24 Gele mit je 96 Samples
gemacht (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Beispiel eines Gels, mit 96 PCR-Selcet cDNA-Fragmente,
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welche durch ein Kolonie-PCR amplifiziert worden waren.

Anschliessend wurden die Gele auf eine Nylonmembrane {ibertragen. Die“A-
Membranen“ wurden mit radioktiven, markierten Gensonden, die aus der mRNA der
Tester-Probe hergestellt worden waren, hybridisiert. Die ,,B-Membranen* mit Sonden,
die aus der mRNA der Driver Probe hergestellt worden waren. Bei differentiell
exprimierten Genen sollte somit ein starkes Signal auf den A-Membranen und keines
oder ein geringes Signal auf den B-Membranen vorhanden sein oder umgekehrt. Die
durchgefiihrte Southern Blot Analyse ermdglichte die Auswahl derjenigen Klone, fiir die
spatere Sequenzierung, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit, ein Insert eines differentiel
exprimerten Gens enthalten. Dadurch konnte einerseits die Anzahl der zu
sequenzierenden cDNA-Fragmente verringert werden und andererseits die Moglichkeit,
dass konstitutve Gene gefunden werden, verringert werden (Abb. 8).

Southern Blot A
Differentiell Konstitutiv
exprimierte exprimierte
mRNA mRNA
Southern Blot B

T AR L
Bl a

Abbildung 8. Vergleich der unterschiedlich starken Hybridisierung der radioaktiv markierten
cDNA-Fragmente, auf dem Southern Blot A, beziehungsweise B. Dies ermoglicht
die Selektion derjenigen Klone, welche sich fir eine spatere Sequenzierung
eignen.

3.5 Resultat der Sequenzierung

Anhand der Southern-Blot wurden 280 Klone zum Sequenzieren ausgewdhlt. Nachdem
203 Klone sequenziert worden waren, wurde die Sequenzierung abgebrochen, da die
gefundenen Sequenzen sich zu wiederholen schienen. Unter Verwendung des BlastN
Algorithmus wurden die gefundenen Sequenzen mit bekannten Sequenzen, in der
GenBank, verglichen. Die folgenden 121 Gene wurden dabei gefunden (Tabelle 3; Grafik

1.
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Tabelle 3: Gefundene differentiell exprimierte Gene, aus 203 PCR-Select cDNA Fragmenten.

Protein Anzah!' in %2 Homologie3
14-3-3 Protein 29 14.30% 91 %
Senescence 19 9.40% 87 %
Monooxygenase 11 7.40% 81 %
dehydration responsive Prot. RD22 11 5.40% 84 %
Maijor allergen mal d1 11 5.40% 97 %
Asparagine Synthetase (ASN 2 und V) 7 3.40% 90%
Peroxidase 7 3.40% 86 %
branched chain amino acid Transaminase 6 3.00% 80 %
ATP Synthetase 5 2.50% 86 %
Phospholipase D 4 2.00% 83 %
Xyloglucan Endotransglycosylase 4 2.00% 80 %
FDH 4 2.00% 82 %
Chitinase (Klass Il /V) 4 2.00% 70%
Chlorophyll a/b binding Protein 3 1.50% 89%

D Anzahl gefundene Klone
2 Prozentualer Anteil von den total 203 gefundenen Sequenzen

3 Homologie zu der Proteinsequenz der Datenbank

Grafik 1: Gefundene potentiell differentiell exprimierte Gene aus 203 PCR-Select
Fragmenten
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Il Senescence
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6.00% 1 Transaminase
B ATP Synthetase
4.00% m Phospholipase D
2.00% | O Xyloglucan Endotransglycosylase
O FDH
0,
0.00% 1 B Chitinase
H Chlorophyll a/b binding Protein

3.6 Uberpriifung der gefundenen Gene

Die aus der Sequenzierung gefundenen differentiell exprimierten Gene wurden mit Hilfe
des Programs Clustalw (www.ebi.ac.uk/clustalw/) iiberpriift, ob die gefunden_Sequenzen
vom gleichen Gen stammen. Zudem wurde iiberpriift, ob es sich bei den
Nukleoidsequenzen eines Gens um die gleiche Gen-Familie handelt. Bei der Uberpriifung
konnte eine Uberschneidung von Fragmenten, die zum gleichen Gen gehdrten,
festgestellt werden. Die Resultate wurden darauthin bereinigt.

Bei Asparagin und Chitinase wurden je 2 verschiedene Gen-Familien gefunden.

e Asparagin Synthetase Asparagin Synthetase 2 (ASP 2)
Asparagin Synthetase V (ASP V)

E7, PCR7 ASP V ACCTGGGGCTTAGAAGCCCGAGTCCCATTCTTGGACAAGGATTTTATCAAA

D7, PCR7 ASP 2 AGGAGTGTTTTCAGGGTAAACGAAGCTAGCATTGCTCAGCATTGAATCT---
* * k  k*k * * * * Kk * *k hkkk  kkk

e Chitinase Chitinase Klasse 11
Chitinase Klasse V

A7 PCR1 Chitinase V ACAACAAAAACTACCCCTTCTATTCCATATGAAAAATTTTGAACTGGATC
C4 PCR6 Chitinase II ATCGGAAAGGATCTGATAAACAACCCGGATCTAGTGGCC---ACAGACCC
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* * k% * * * % * % * *k * *

3.7 Northern Blots

Um zu Uberpriifen ob die gefundenen Gene tatsidchlich differentiell exprimierte werden,
wurden mit den oben beschriebenen Genen ein Northern Blot durchgefiihrt. Es wurden
fiir die Kontrolle und die 48h-Probe je 3 pg mRNA auf ein 1.2% Formaldehydgel
geladen. Abschliessend wurde das Gel photographiert um zu iiberpriifen, dass auf der
Kontrolle und der 48h-Probe die gleiche Menge mRNA vorhanden war (Abbildung 9).
Dies ist wichtig, um bei der Auswertung des angehenden Northern Blot sicherzustellen,
dass die Unterschiede in der Singnalstirke der hybridisierten Gensonden nicht auf
unterschiedliche Mengen von mRNA, in der Kontrolle bzw. der 48-Studen-Inokulierten
Probe zuriickzufiihren ist.

Gossen-Standard'  Kontrolle 48h
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Abbildung 9: 1,2% Formaldehydgel, bei der Kontrolle und 48-Stunden-Inokulierten

Probe sind die gleichen Mengen mRNA geladen worden.
Anschliessend wurden die Gele auf Nylonmembranen iibertragen. Die Membranen
wurden mit radioaktiv markierten Sonden, die aus den cDNA-Fragmenten der
entsprechenden Genen hergestellt worden waren, hybridisiert. Von den 14 gefunden
Genen war es, in meiner zur Verfiigung stehenden Zeit, nur moglich bei 4 Genen ein
Northern Blot durchzufiihren, welche im Folgenden im Einzelnen vorgestellt werden.

14-3-3 Protein

14-3-3 ist eine Protein-Familie, welche in allen eukaryotischen Zellen vorkommt. Die 14-
3-3 Protein- Familie weist eine hohe Sequenzkonservierung auf und ist an der Regulation
von diversen physiologischen Prozessen beteiligt. Wie im Northern Blot (Abbildung 10)
ersichtlich ist, zeigt die 48-Stunden-Inokulierte Probe ein stirkeres Signal, als die
Kontrolle, was darauf hinweist, dass durch die Inokulation von Venturia inaequalis, auf
Florinaapfelblitter, das 14-3-3 Protein ,up-reguliert“ wird. Das in der 48-Stunden-
Inokulierten Probe zu sehende obere Bandenmuster konnte aufgrund alternativen
Splicing oder einer unvollstindigen Prozessierung der mRNA zuriickzufiihren sein.

Kontrolle 48h
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Abbildung 10: Northern Blot von dem 14-3-3 Protein

Major Allergen mal d1

Mal d1 ist das Hauptallergen im Apfel. Wie durch unseren Versuch gezeigt werden kann,
wird mal d1 in Apfelblétter, von der Sorte Florina, bei einer Infektion durch Venturia
inaequalis ,up-reguliert” (Abbildung 11).

Kontrolle 48h

Abbildung 11: Northern Blot von Mal d1
Chitinase I1

Chitinase II gehoren zur Klasse 3 und 4 der PR-Familie. Sie hydrolysieren
Chitinpolymere, eine Komponente der Pilzzellwand. Chitinase II scheint ebenfalls durch

den Befall mit Venturia inaequalis bei Florina Apfelblétter .up-reguliert® zu sein
(Abbildung 12).

Kontrolle 48h

Abbildung 12: Northern Blot von Chitinase
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Chitinase V

Chitinase V gehoren zur Klasse 3 der PR-Famillie. Thre Funktion ist noch weitgehend
unbekannt. Chitinase V wird beim Befall von Apfelschorf bei Florina Apfelblitter
~down-reguliert” (Abbildung 13).

Kontrolle 48h
——
Abbildung 13: Northern Blotvon Chitinase V

Senescence-associated Protein

Seneszenz bei Blittern bildet die letzte Phase ihrer Entwicklung und ist charakterisiert
durch degradativen Prozess (Matile, 1992). Die genaue Funktion des gefunden Proteins
bzw. Gens ist noch nicht bekannt. Die Expression des Proteins wird durch die Inokulation
mit Venturia inaequalis auf Florinaapfelblitter nicht quantitativ verdndert (Abbildung
14).

Kontrolle 48h
Abbildung 14: Northern Blot von Senescence-associated Protein
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4. Diskussion

4.1 Methode

In meiner Diplomarbeit konnte gezeigt werden, dass sich die subtraktive
Hybridisation mit dem kommerziell erhaltlichen PCR-Select Kit (Clontech)
fur die Untersuchung von differentieller Genexpression bei Pflanzen-
Pathogen-interaktion eignet. Positive Aspekte dieser Methode sind die
Anreicherung von seltenen Transkipten, wahrend der ersten
Hybridisierungsphase, sowie die relativ geringe Menge an benoétiger mRNA
(2 ug).

Die dieser Methode zugrunde liegende Einschriankung, dass nur zwei RNA-Populationen
miteinander verglichen werden konnten, spielt in unserer Versuchsanordnung keine
Rolle, da davon ausgegangen wird, dass die Abwehrreaktion auf die Inokulation von
Venturia inaequalis bei Florina-Apfelbdumen, innerhalb der Population, den gleichen
Mechanismen folgen. Der Schwachpunkt dieser Methode liegt meiner Meinung nach bei
der Ungewissheit, ob es zu einer vollstindigen Hybridisierung zwischen Tester- und
Driver-Population = gekommen ist. Dies ist eine Bedingung, um klare
Expressionsunterschiede vor und nach der Inokulation aufzufinden.

In der mir zur Verfiigung gestanden Laborzeit, von dreieinhalb Monaten, wurden
insgesamt 15 verschiedene Gene lokalisiert, welche durch die Inokulation von Venturia
inaequalis, bei Florina-Apfelbdumen, potentiell, differentiell, exprimiert werden. Die
abschliessende Verifizierung mithilfe eines Northen Blot konnte in der zur Verfiigung
stehenden Zeit nur bei insgesamt 4 Genen; Major Allergen Mal dl, Chitinase II,
Chitinase V und Senescence-associated Protein, durchgefiihrt werden.

Unter den 4 Genen, welche durch ein Northern Blot {iberpriift wurden, befand sich auch
das Gen fiir ein Seneschene-associated Protein, welches keine quantitative Unterschiede
in der Expression vor und nach der Inokulation mit Venturia inaequalis zeigte. Dies weist
darauf hin, dass die Subtraktive Hybridisation nicht hundertprozentig funktioniert hat.
Das konnte einerseits an der nicht erschopfenden Hybridisierung zwischen Tester- und
Driver-Population im PCR-Select zuriickzufiihren sein. Anderseits, dass die Auswahl der
differentiell, exprimerten cDNA-Fragmente, anhand der Southern Blots, nicht optimal
verlaufen war. In der Tat waren die Southern Blot nicht sehr aussagekriftig, da es zu
einer starken Anreicherung von unspezifischer Hybridisierungsignale, sowohl in den
Kontroll-Membranen, wie auch in der 48-Stunden-Inokulierten-Membrane gegeben hat.
Um dieses Problem bei einer moglichen Wiederholung zu vermeiden, sollten die Sonden
gereinigt werden, um so zu vermeiden, dass es zu unspezifischen Hybridisierung auf den
Southern Blots mit dNTP’s und Primer kommt. Zudem sollte die Anzahl der
Waschschritte der Stirke des radioaktiven Signals angepasst werden.

Wie in Material und Methoden schon erwédhnt, wurden die Blatter, die als Kontrolle
dienten, zum Zeitpunkt ,,0 von Florina-Apfelbdumen, welche sich im Treibhaus
befanden, entnommen. Die 48-Studen-Inokulierten Florina-Apfelbdume wurden fiir 48
Stunden im Dunkeln in einer 18°C-Klimakammer unter ein Plastikzelt gestellt. Somit
bestand der Unterschied zwischen der Kontroll-Probe und der 48-Stunden-Inokulierten-
Probe nicht nur in den 48 Stunden Inokulation mit Venturia inaequalis, sondern auch
durch stark unterschiedliche Umweltbedingungen wie Licht, Temperatur und
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Luftfeuchtigkeit. Durch diese Unterschiede in der Versuchsanordnung wird es schwierig,
die gefunden differentiell exprimierten Gene ausschliesslich dem Abwehrmechanismus
gegeniiber dem Pathogen zuzuschreiben.

Bei einer Wiederholung des Experiments sollten somit die Kontroll-Pflanzen ebenfalls
fiir 48 Stunden unter Lichtausschluss in die 18°C-Klimakammer gestellt werden. Nach 48
Stunden sollten die Apfelbaumblitter mit Venturia inaequalis inokuliert, und sofort
geerntet werden.

Im Folgendem werden die einzelnen Gene vorgestellit.

4.2.1 14-3-3 Proteine

14-3-3 ist eine Familie von 30kDa Proteine, welche als Homo- oder Heterodimer aktiv
sind. Die in allen eukaryotischen Zellen vorkommende Familie weist ausser der C- und
N-terminalen Region eine hohe Sequenzkonservierung auf (Petosa et al., 1998).
14-3-3-Proteine sind urspriinglich identifiziert und benannt worden, als Teil
einer systematischen Charakterisation von I6slichen Gehirnproteine
(Moore und Perez, 1967). Obwohl intensive Studien uber die Funktion der
14-3-3 Proteine betrieben worden sind, (Sehnke und Ferl, 1996; Palmgren et
al.,1998) bleibt ihre Funktion in vielen Fallen unklar, da sie in der
Regulation von diversen physiologischen Prozessen von Mitose bis
Apoptose beteiligt sind.

Die Haupteigenschaft aller 14-3-3 Proteine scheint die Interaktion mit
anderen Proteinen zu sein. Insbesonders ist bekannt, dass gewisse
Isoformen durch Pathogene (Brandt et al., 1992) und bei tiefen
Temperaturen (Jarillo et al., 1994; Kidou et al., 1993), eingeschalten werden.
Diese Resultate weisen darauf hin, dass die 14-3-3 Protein-Familie in den
Signaltransduktionsweg involviert ist (Baunsgaard et al., 1998). Studien in
Hefe haben gezeigt, dass die Aktivierung der Plasmamembrane H*-ATPase
durch das Pilztoxin fusicoccin aus Fusicoccum amygdali durch 14-3-3
Proteine (Baunsgaard et al., 1998) moduliert wird und, dass spezifische
Mitglieder der 14-3-3 Familie, nach Behandlungen mit fusicoccin, sowie
wahrend der Gen-fiur-Gen Resistenz-Antwort (Roberts und Bowles, 1998)
induziert werden. Letztendlich wurde auch gezeigt, dass 14-3-3 Proteine mit
Enzymen, welche eine potentielle Rolle in der Abwehrantwort spielen,
interagieren. Dies ist der Fall bei Ascorbate-Peroxidase (Zhang et al.,
1997a) und Caffeate O-Methyltransferase (Zhang et al., 1997b).

Wie Roberts und Bowles, (1998) schon in Tomaten beschrieben haben, konnte durch ein
Northern Blot (Abbildung 9) bewiesen werden, dass auch in Apfelblitter der Sorte
Florina die mit Venturia inaequalis inokuliert worden waren, die 14-3-3 Proteine
vermehrt produziert werden und fiir sie somit eine Rolle in der Gen-fiir-Gen
Abwehrantwort postuliert werden kann.

4.2.2 Chitinase
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Chitinasen sind Poly-Glycanohydrolasen, welche die Hydrolyse von Chitinpolymeren,
ein Bestandteil der Zellwand von vielen Pilzen, katalysiert. Basierend auf ihrer
Primérstruktur werden die Chitinase in 7 Klassen eingeteilt (Buchter et al., 1997).
Chitinasen gehdren zu PR-Protein-Familie 3 (Chitinase I, II, IV-VII), PR-Familie 4
(Chitinase I und II), PR-Familie 8 (Chitinase III) und PR-Familie 11

(Tabak Chitinase I). Pflanzliche Chitinasen sind normalerweise kleine Proteine mit einem
Molekulargewicht von 25-40 kDa und weisen einen hohen Grad an post-translationale
Modifikationen wie Glycosylierung oder Prolyl-hydroxylation, auf (Sicher et al., 1992;
Coliing et al., 1993).

Chitinasen Il sind normalerweise extrazellular, und konnen im Apoplast
oder im Kulturmedium von Protoplasten nachgewiesen werden
(Benhaumou et al., 1990). Die Akkumulation von Klasse Il Chitinase
mRNA‘s wird durch Pathogeninfektionen und Salicylsaure-Behandlung
induziert (Legrand et al.,1987). Sie haben eine antifungizide Wirkung und
spielen eine mogliche Rolle in der Pflanzenabwehr, als ein Signalmolekil
(Mauch et al., 1988). Die Zeit fur die Chitinase Induktion ist abhangig von
der spezifische Pathogen-Wirt-Interaktion und kann zwischen Minuten, bis
15-20 Stunden dauern. Der zeitliche Ablauf der Chitinase-Aktivitat liegt im
Bereich mehreren Tagen (Graham et al.,1994). Dieses Zeitfenster deutet
darauf hin, dass die Rolle von Chitinasen in der Pflanzenabwehr
hauptséachlich in der Reduktion des Pathogenwachstums und Sporulation
in der spateren Krankheitsentwicklung liegt (Grahamet al., 1994). Wie durch
Legrand und Mauch gezeigt worden ist, scheint auch in unserem Versuch
die Klasse Il Chinase ,,up-reguliert” zu sein.

Chitinase der Klasse V, welche zu den PR-Familie 3 gehort, hat eine signifikante
Ahnlichkeit mit bakteriellen Exo-Chitinasen von Bacillus circualns. Melchers et al.
(1994) konnte zeigen, dass die Chitinase V Genexpression im Tabak induziert wird,
durch verschiedene Stressfaktoren, wie TMV-Infektion, Verwundung, Ethylen-
Behandlung. Diese Beobachtung widerspricht den von uns gefunden Resultaten, da im
Norten Blot die Chitinase der Klasse V, in Apfelblitter der Sorte Florina, bei einer
Inokulation mit Apfelschorf, ,,down-reguliert™ zu sein scheint.

4.2.3 Major Allergen mald 1

Das 18 kD Protein Mal d1 welches in Apfel gefunden wurde, ist das
Hauptapfel-allergen, welches Type | Allergien bei Patienten die sensitiv auf
Pollen von Baumen sind, auslost (H. Breiteneder et al., 1989). Mal d 1 wird
wegen seiner signifikanten Ahnlichkeit mit Bet v 1, das Hauptallergen von
Birkenpollen zu den PR-Proteinen (PR-10) gezahlt (Vanek-Krebitz et al.,
1995). Durch Protein- Extraktion von verschiedenen Apfelsorten konnte
gezeigte werden, dass die Mal d 1 Konzentration je nach Sorte sich stark
unterscheiden (Vieths et al., 1994). So sind wurde zum Beispiel in
popularen Sorten, Granny Smith und Golden Delicious eine hohe
Konzentration in reifen Friichten gefunden und in Sorten wie Boskoop eine
geringe. Ebenfalls bekannt ist das Mal d 1 durch Pathogen-Infekton und
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Stessfaktoren wie langre Dunkelheits-Periode in jungen Blattern von Apfel
induziert wird (H. Puhringer et al., 2000).

Dies entspricht den von uns gefunden Resultate das Mal d 1 durch eine Inokulation von
Apfelschorf auf Florina-Apfelbldtter und/oder durch eine Dunkelheitsperiode ,,up-
reguliert® wird.

4.2.4 Senescence-associated Protein

Seneszenz bei Blittern bildet die letzte Phase ihrer Entwicklung und ist charakterisiert
durch degradative Prozesse (Matile, 1992). Unter den Senescence-associated Genen, die
bis heute charakterisiert worden sind, sind Gene, die fiir Cysteine-Proteasen (Drake et al.
1996), RNasen (Taylor et al., 1993), und Gene, die den Glyoxylate-Pathway catalysieren,
wie z.B. Malte-Synthase oder Isocitratelyase (Grahm et al., 1992), gefunden worden.
Hanfrey et al., (1996) konnte zeigen, dass Pathogenesis-related Proteine auch wihrend
der natiirlichen Seneszenz von Brassica napus exprimiert werden. Ebenso ist bekannt,
dass die Seneszenz von Blitter induziert wird wenn sie in die Dunkelheit iiberfiihrt
werden (Biswal und Biswal, 1984). Der genaue Mechanismus und die Regulation der
Seneszenz sind noch nicht voll verstanden. Dies ist auch nicht weiter verwunderlich,
wenn man die grosse Zahl von Enzymen bedenkt, die in den Degradations-Prozessen und
in Stressreaktionen involviert sind (Klerber-Janke und Krupinska, 1996). In unserem
Versuch konnte nicht bewiesen werden, dass durch die Infektion von Venturia
inaequalis, bei Florinaapfelblittern, es zu einer differentiecllen Expression von
Senescence-associated Protein kommt. Der entsprechende Northen Blot (Abbildung 13)
weist eher darauf hin, dass es keine Unterschiede in der Expression des Senescence-
associated Protein vor und nach der Behandlung gibt.

Die Uberpriifung der folgenden potentiell differentiell exprimierten Gene konnten infolge Zeitmangels nicht
durchgefiihrt werden.

4.2.5 Asparagin-Synthetase (ASN)

Es wird allgemein angenommen, dass die Asparagin-Synthetase, in héheren Pflanzen,
hauptséchlich Glutamin-abhéngig ist (Sieciechowicz et al., 1988; Shi et al 1997). Dabei
werden Asparagin und Glutamt aus Aspartat und Glutamin, unter Verbrauch von ATP
gebildet. Die Instabilitdt des Enzyms und geringe Aktivitit der Asparagin-Synthetase in
Pflanzen erschweren bei vielen Pflanzen-Arten die Messung der Asparaginsynthetase-
Aktivitdt (Sieciechowicz et al., 1988). Daher sind die Eigenschaften der pflanzlichen
Asparagin-Synthetase bisher nur wenig bekannt. Die Expression der pflanzlichen
Asparaginsynthetase wird dhnlich wie bei der Nitratreduktase und Glutaminsynthetase
durch Licht und Metabolite reguliert (Lam et al., 1998). Unter gewissen Bedingungen,
wie langen Dunkelperioden, Kohlenstoff-Limitation und Umweltstress, steigt der
Asparaginspiegel in der Pflanze an (Lohaus et al., 1998). Asparagin-Synthetase 2
beinhalten eine Pur-F Typ Glutamin-bindende Dreiergruppe, was darauf hinweist, dass es
ein Glutamin-abhidnge, Asparagine, Synthetase Isoenzym ist (Lam et al., 1998). ASN2
wird im Gegensatz zu ASN1 durch Licht und/oder Saccarose-Behandlung in Arabidopsis
thaliana, induziert (Lam et al., 1998). Entsprechend der gefunden Literatur scheint
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Asparagin-Synthetase eher durch den Umweltfaktor Licht, als durch die
Pathogeninfektion in Florinaapfelbdumen differentiell exprimiert zu werden.

4.2.6 Formate dehydrogenase (FDH)

Formate Dehydrogenase ist eine Komponente des C; Metabolismus, in Pflanzen. Es
katalysiert die NAD-abhiingige Oxidation von Formate zu CO,. Das Enzym kommt vor
allem in den Mitochondrien von nicht-griinen Geweben vor (Colas et al., 1993). Man
findet es aber auch in griinen Blittern, jedoch in weitaus geringeren Mengen (Oliver,
1981; Hourton-Cabassa et al., 1998; Bonham-Smith et al., 2001). FDH wird in Kartoftel-
und Arabidopsis thaliana Blitter, bei Blattapplikation mit Methanol, Formate und
Formaldehyde (Fukusaki et al., 2000) induziert. Das FDH Transkript wird ebenfalls stark
in Blétter induziert, bei Dunkelheit und unter Umweltstress, wie Verwundung Hitze und
Kilte ( Olson et al., 2000). Wie bei ASN scheint auch bei der Formate Dehydrogenase
die Induktion in den Apfelblittern eher auf Umweltfaktoren, als auf die Infektion mit
Venturia inaequalis zuriickzufiihren zu sein.

4.2.7 Branched chain amino acid Transaminase (BCATS)

BCATs spielen eine entscheidende Rolle in dem Metabolismus von Leucin, Isoleucin und
Valin. Sie katalysieren den letzten Schritt der Synthese und/oder den ersten Schritt des
Abbaus von dieser Klasse von Aminosduren (Lea und Ireland, 1999). Biosynthesewege
von branched-chain Aminosduren wurden intensiv in Pflanzen untersucht, da
verschiedene, wichtige Herbizide in diesen Syntheseweg eingreifen. (Wittenbach und
Abell, 1999). In Arabidopsis wurden 7 BCAT Gene identifiziert, welche entweder im
Chloroplast oder in den Mitochondrien lokalisiert waren (Diebold, 2002). Durch die
Mikroarray-Technik konnte Schenk et al., (2000) zeigen, dass BCATS in Arabidopsis
thaliana, nach einer Behandlung mit Salicylsdure ,,up-reguliert werden. Anhand dieser
Informationen ist es schwierig eine Aussage zu machen, iiber eine mogliche Involvierung
von branched chain amino acid Transaminase, in der Pflanzenabwehr-Reaktion.

4.2.8 Peroxidase

Peroxidase katalysiert den Abbau von Pectinase, welche von Pilzen ausgeschieden wird,
um die pflanzliche Zellwand abzubauen. Peroxidase bilden eine Superfamilie von weit
verbreiteten Genprodukten, die aufgrund ihrer Aminosduresequenz-dhnlichkeiten, in
Isogen-Familien eingeteilt werden (Tyson, 1992; Ross ef al., 1995).

Die Aktivierung von pflanzlichen Peroxidase-Genen findet vermutlich sehr frith nach
dem Befall der Pflanzen mit Pathogenen statt. Peroxidasen spielen auch bei der
Lignifizierung (Walter, 1992), der Verkniipfung von Zellwandproteinen (Bradley et al.,
1992), der Wundheilung (Scherf et al., 1993) sowie bei der Produktion von
antimikrobiellen Radikalen (Peng und Kuc, 1992; Kobayashi et al., 1994) eine
entscheidende Rolle. Sehr wahrscheinlich spielt die Peroxidase auch im System Malus
domestica cv Florina — Venturia inaequalis eine wichtige Rolle im Pflanzenabwehr-
mechanismus.

4.2.9 Xyloglucan Endotransglycosylase (XET)
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Das Enzym XET, ist bei der Bildung und dem Abbau von Xyloglucanpolymere beteiligt.
XET ist eine Schliisselkomponente bei der Regulation von Zellwand-Expansion und bei
der Eingliederung von neuem synthetisierten Xyloglucan, in die Zellwandmatrix (Darly
et al., 2001). XET spielt auch eine Rolle bei Zellwandabbau-Prozessen, wie Abscission
oder die Reifung von Friichten. Gemiss seiner Rolle im Aufbau und der Modifikation der
Zellwand findet man das Enzym vor allem in wachsenden Geweben, wie in Bléttern und
Wurzeln (Vossemberg et al., 2000). XET wird in Blittern bei Wasserstress und bei
mechanischem Stress (Bacon, 1999) aktiviert. Ob es sich bei XET um ein Artefakt des
PCR-Select handelt oder ob das Gen tatséchlich bei einer Infektion mit Apfelschorf, bei
der Sorte Florina, differentiell exprimiert wird, kann erst durch ein Northern Blot
abschliessend geklart werden.

4.2.10 Dehydration responsive Protein RD22

RD22 ist ein Mitglied der BURP domain-containing Protein-Familie. Diese Domaine
wurde bis heute nur in Pflanzenproteinen gefunden. BURP domain-containing Proteine
bestehen im allgemeinen aus drei oder vier verschiedenen Modulen; eine N-terminale
hydrophonische Domaine, eine Transit-Peptide, ein optionales Segment aus repetetiven
Elementen und die C-terminale BURP Domaine (Hattori et al., 1998). Die Expression
von RD22 Transkripte wird im Blatt von A. thaliana induziert, durch Dehydration und
exogene Stressfaktoren, wie hohe Salzkonzentration (Jamaguchi-Shinozaki und
Shinozaki, 1993). Die Induktion von RD22-Proteinen wird durch ABA vermittelt
(Shinozaki und Yamaguchi-Shinozaki, 1997). Zudem ist bekannt, dass das Dehydration-
responsive-Protein, bei Verwundung oder Pathogenbefall induziert wird (Pozueta-
Romero et al., 1999). RD22 scheint ebenfalls ein vielversprechender Kandidat bei der
Pathogenabwehr in Apfelbidumen zu sein.

4.2.11 Chlorophyll a/b binding Protein (CAB Proteine)

Die CAB Proteine der hoheren Pflanzen und Griinalgen sind integrale Membranproteine,
welche Chlorophyll a und b und oft auch Xanthophylls binden kénnen. Sie fangen die
Solarenergie auf und leiten sie in die Reaktionszentren des Photosystems I und II. Eine
weitere wichtige Funktion ist der Schutz vor zu starkem Licht. Durch die Mikroarray-
Technik konnte Schenk et al., (2000) zeigen, dass CAB Proteine in Arabidopsis thaliana,
nach einer Behandlung mit Salicylsédure, ,,up-reguliert™ werden. Ob neben der Induktion
von Cab-Genen durch Salicylsdure auch eine Abwehrantwort gegen pathogene Pilze eine
differentielle Exprimierung von CAB Proteinen auslost, geht aus der Literatur nicht
hervor.

4.2.12 Phospholipase D
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Phospholipide bilden nicht nur ein Hauptbestandteil der Zellmembrane sondern sind
meist auch der Ausgangspunkt fiir die Generierung von zellularen Regulatoren. Die
Hydrolyse von Phospholipide durch Phospholipasen ist meist der erste Schritt bei der
Synthese von Lipiden und lipid-abgeleiteten Botenstoffen. Die Aktivierung von
Phospholipase D ist verbunden mit verschiedenen Signalprozessen in der Pflanze, wie
Stress-Antwort (Wang, 2001). Phospholipase D ist auch an der Pflanzen-Pathogen
Interaktion beteiligt. So sind PLD an der Regulation des ,,oxidativen-burst* beteiligt
(Young, 1996). Nach diesen Informationen scheint die Pospholipase D tatsdchlich an der
Resistenzreaktion beteiligt zu sein.

4.2.13 ATP-Synthetase

Die Kooperation der Elektronentransport-Kette mit der ATP Synthetase
fuhrt zur oxidativen Phosphorylierung von ADP zu ATP. Die ATP-
Synthetase hat eine protonenleitende Einheit FO und eine katalytische
Einheit F1. Die durch den Elektronentransport ins auBere Medium
gepumpten H+-lonen flieBen durch den protonenleitenden Kanal (Fo) im
ATP-Synthetasemolekil wieder in die

Mitochondrienmatrix zuriick, wobei der Konzentrationsgradient die
treibende Kraft ist. Die durch diesen Riickfluss durch das ATP-
Synthetasemolekiil freigesetzte Energie bewirkt die gekoppelte Synthese
von ATP aus ADP und Phosphat. Es konnte in der Literatur kein Hinweis
dafur gefunden werden das ATP-Synthetase an Pflanzen-Pathogen-
Interaktion beteiligt ist.

4.2.14 Monooxygenase

Monooxygenasen werden, beziiglich des an der Sauerstoff-Aktivierung beteiligten
Kofaktors, in zwei grosse Gruppen eingeteilt: A) Die Monooxygenasen mit einem redox-
aktiven, organischen Kofaktor, der direkt an der Sauerstoff-Aktivierung und Subtrat-
Hydroxylierung beteilt ist. B) Die Metall-abhéngigen Monooxygenasen, die molekularen
Sauerstoff iiber Metallatome im katalytischen Zentrum aktivieren. Auch bei der
Monooygenase kann kein ersichtlicher Zusammenhang zwischen diesem Enzym und der
Pflanzen-Pathogen-Interaktion hergestellt werden.
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5. Ausblick

Zur weiteren Aufkldrung der gefundenen 15 Genen sollte man die ganze Gensequenz von
den entsprechenden Genen aus Malus domestica cv Florina bestimmen und falls sie noch
nicht in der Gendatenbank erfasst sind, in die Datenbank eintragen lassen.

Interessant wire auch die Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der Genexpression, der
von uns gefundenen Genen. Dies konnte erreicht werden, indem ein weiteres Mal
Florinaapfelbdume mit Venturia inaequalis inokuliert wiirden und dann zu verschiedenen
Zeitpunkten, z.B. alle 6 Stunden, die mRNA aus den Blittern zu isolieren und mithilfe
eines Northen Blot die Expressionsstirke zu bestimmen.

Eine weitere interessante Moglichkeit das Experiment weiterzufilhren wire die
gefundenen differentiell exprimierten Gene in einem anderen System, z.B. die
Inokulation von Golden Delicious mit Venturia inaequalis oder die Verwendung eines
anderen Pathogens zu testen.
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8. Anhang

Masterplate 1 und 2:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A1PCR1 | D6 PCR 1C11 PCR 1| A5 PCR 3 |F3 PCR 3|A8 PCR 5|A9 PCR 5|C3 PCR 6/C4 PCR 6/ G9 PCR7 | A1 PCR1|C2 PCR 10
E8 PCR 10/C5 PCR 11/C6 PCR 11| A5 PCR2

Klon-Nr. Protein

A1 PCR1 Chitinase V

D6 PCR 1 Mal d1
C11 PCR1 Formate Dehydrogenase

A5 PCR 3 Xyloglucan Endotransglycoxylase

F3 PCR 3 Asparagine Synthetase 2

A8 PCR 5 Pospholipase D

A9 PCR 5 Dehydration-responsive Protein RD 22

C3 PCR 6 Peroxidase

C4 PCR6 Chitinase Il

G9 PCR7 Chlorophyll a/b binding Protein

A1 PCR1 Seneschence
C2 PCR 10 | Branched-chain-amino-acid Transaminase-like-Protein

E8 PCR 10 14-3-3 Protein
C5 PCR 11 Asparagin Synthetase
C6 PCR 11 ATP Synthase

A5 PCR2 Monooxygenase
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